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Abstract of DE1 9746874 

The Invention relates to novel methods and devices for isolating and purifying nucleic acids on surfaces. 
The invention is directed at methods which use surfaces, e.g. porous membranes, on which the nucleic 
acids can be immobilized in a simple manner from the sample containing the nucleic acids, and can be 
detached again using equally simple method steps. The inventive simple process guidance makes it 
possible to be able to carry out the methods, particularly, in a completely automatic manner. An additional 
aspect of the invention is directed at binding nucleic acids to an immobile phase, particularly to a 
membrane, in such a way that they can be easily detached again from said phase in a successive 
reaction step, and can optionally be used in additional applications, such as digestion by restriction, RT, 
PGR or RT-PCR or in every other aforementioned suitable analysis or enzyme reaction. Finally, the 
invention is directed at special isolation vessels with which the inventive methods can be carried out. 
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(g) Verfahren zur Isotierung und Reinigung von Nukleinsauren an hydrophoben Oberflachen - insbesondere unter 
Verwendung hydrophober Membranen 

(§) Die vorliegendo Erfindung betrtfft ein neues Varfahren 
zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren unter 
Verwendung hydrophober Oberflachen, Insbesondere 
unter Verwendung hydrophober Membranen. 
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Beschieibung 

Die vorlicgendc Erfindung beiriffl cin ncues Vcrfahren zur Isoltching und Rcinigung von Nuklcinsaurcn an hydropho- 
ben Oberflachen unter Venvendung hydrophobcr Mexnbranen Oder Membranen mil hydrophobisieiter Oberfl£iche. 
5 Die Isolierung und Reinigung von Nuklcinsaurcn aus biologischen und klinischen Probenmaterialicn ist von essentiel- 
ler Bedeutung fiir Arbeiisbereiche, in denen Nukleinsaure-basierendc Arbeilstechnikcn angewendet werden und in die 
Nukleinsaure-basiercnde Techniken gerade Einzug halien. Hierzu zahlen zuni Beispiel die VSaterschaftsanalyse, Gewc- 
beiypisierungcn, Ideniifizierung von Erbkrankheilen, Genomanalyse, molekulare Diagnoslik, Bestimmung von Infekli- 
onskrankheiten. Her- und HHanzenzuchU transgene Horschung, Cirundlagcnlorschung auf dem Gebiet der Biologic und 
lu der Medizin sowie zahlreiche venvandie Arbeiisgcbicle. Dabei bcsiehi eine generelle Schwierigkeii darin, biologische 
bzw. klinische Probenmaterialicn so aufzubereilcn, daU die in ihr cnihallencn Nuklcinsaurcn direkl in die jcweilige Ana- 
lysennielhode eingcsetzt werden konnen. 

Aus; rtcin Stand der Technik sind bereits zahlreiche Vferfahren zur Keinigung von DNA hekannt. So ist es bekannu 
Plasraid-DNA beispielsweise zum Zwecke des Klonierens oder auch fiir andere experimenieUe Vforhaben nach dem Ver- 
15 fahren von Bimboim (Methods in Enzyniology 100 (1983) 243] zu rcinigcn. Nach diesem Vcrfahren wird ein gekiaites 
Lysal bakterielien Ursprungs einein Caesiumchlorid Gradienten ausgesetzi und Uber eincn Zeiiraum von 4 bis 24 Stun- 
den zenthfugiert. Diesem Vbrfahrcnsschriu folgl gcwohnlicherweise die Extraktion und die Praezipitation der DNA. 
Dieses Verfahrcn isi mil dem Nachieil verbunden, daB zum es einen apparaiiv sehr aufsvendig und auf der anderen Sciie 
schr zeitaufwcndig, kostcn intensiv und nicht automaiisicrbar ist. 
20 Andere Meihoden, bei denen geklarle Lysale eingeselzl werden um DNA zu isolieren bestehen in der lonenaustausch- 
chromatographic [Colpan et al., J. Chormatog. 296 (1984) 339) und in der (lelfilirationsmethode. (Moreau el al. Analyt. 
Biochem. 166 (1987) 188). Diese Vcrfahren bicicn sich in ersicr Linie als Ersatz fur den Caesiumchlorid-Gradientcn an, 
niachcn aber ein aufwendiges System fur die Losungsiniltdvcrsoigung sowie die Preazipitaiion der so gewoncenen 
DNA-Fraktioncn crforderlich, da sie gcwohnlicherweise Salze enlhahen und sehr verdunnle Ix)sungcn darsiellcn. 
25 Marko et al. [Analyt. Biochem, 121 (1982) 382] sowie \fegelslein et al. (Proc. Nat. Acad. Sci. 76 (1979) 615] erkann- 
len, daB, falls die DNA aus Nukleinsaurcenlhalienden Exiraklcn hohen KonzenUraiionen von Nauiuiniodid oder Naln- 
umpcrchloral ausgcsclzt wird, die DNA allcin nur an mcchanisch fcin zcrklcincrtcn Glass-Scintillaiionsrohrchcn sowie 
zerkleinerten Glasfasermcmbranen bzw. Glasfiberplatten bindet, wahrend RNA und Proteine nichl binden. Die so gebun- 
denc DNA kann ggf, mit Wasser eluierl werden. 
30 Aus den verschiedenen Lehren. die im Stand der Technik offenbart sind, geht femer ganz allgemein hervor, daB alle 
Nukleinsaurereinigungsverfahrcn, die auf dem Prinzip der Fesiphasenextraktion beruhen, auf die Verwendung von hy- 
drophilen Oberflachen zurtickgreifen - wie modifizierte Silica-Materi alien - (beispielsweise DEAE-Anionenaustau- 
scherchromatographie, Silica-Menibranen oder Silica-Partikel). 

Ini Stand der Tfechnik wird iiii allgcnicincn darauf hingewicsen, daB die Oberflachen unbedingt einen hydrophilen 
35 Charakier aufweisen miisseo - wie dies z. B. bei Silicagel der Fall ist - um fur die Immobilisierung von Nucleinsauren 
tauglich zu sein. Dagegen findet sich im Stand der Tachnik ledigLich ein Hinweis auf die Verwendung hydrophobcr Ober- 
flachen. 

So wird in der WO-A-87/06621 die Immobilisierung von Nukleinsauren an einer PVDF-Membran beschneben. Al- 
lerdings werden die an die PVDF-Membran gebundcnen Nukleinsauren anschlieBend nicht eluiert, sondero die Mcm- 
40 bran wird samt gebundener Nuklcinsaurcn direkt in einen PCR- Ansaiz eingebracht. L^tziendlich wird in dicser imema- 
tionalcn Paienranmeldung und in der weiteren Liieratur jedoch die Lehre offenbart, daB hydrophobe Oberflachen bzw. 
Membranen im allgemeinen zuvor mit Wasser oder Alkohol benetzt werden mussen, um die Nukleinsauren in halbwegs 
befriedigenden Ausbeuien immobilisieren zu konnen. 

Fur eine Reihe von inodernen AppUkaiionen - wie z. B. der PCR-, der Reversed -TVanscription-K: R, SunRise. LCX- 
45 branched-DNA, NAS BA. oder TaqMan-Technologie und ahnlichen Echlzeiiquanitfizienjngsverfahren fiir PGR - ist es 
auf der anderen Seite jedoch absolut notwendig, die Nukleinsauren direkl von der festen Phase losen zu konnen. Hierzu 
ist der WO-A-87/06621 diejenigc Lehre zu entnehmen, daB die Nukleinsaure zwar von den dort eingesetzten Membra- 
nen wiedergewonnen werden kann, daB diese Wiedergewinnung jedoch sehr problematisch ist und bei weitem nichl zur 
quantiutiven Isolierung von Nukleinsauren geeignel ist. Daneben fallen die so gewonnenen Nukleinsauren in veigleichs- 
50 wcisc schr hoher VerdUnnung an - cin Umstand, der weitcre Folgeschritte zwecks Konzentrierung und Isolierung 
zwangsl&ufig erforderlich macht 

Aus den obcn genannten Griinden stellen die aus dem Stand der Technik bekannten Vcrfahren - insbesondere im Hin- 
blick auf eine Aulomatisierung des Verfahrensablaufs zur Nukleinsauregewinnung - keinen geeignelen Ausgangspunki 
fur cine verfahrenstechnisch moglichst einfoche und quantitative Isolierung von NukleinsSluren dat 
55 Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Eifindung, die Nachteile der aus dem Stand der Technik bekannten Vcrfah- 
ren zur Isolierung von Nukleinsauren zu aberwinden und cin Vcrfahren zur Vertugung zu stellen, welches dazu geeignet 
ist, ohne erheblichcn tcchnischen Mehraufwand weitgchcnd vollauibmatisch durchgefUhrt werden zu k<)nnen. 

Cine wcitcrc Aufgabe der vorliegenden Erfindung bcsichi insbesondere darin, Nukleinsauren an cine immobile Phase 
- insbesondere an eine Membran in der Art und Weise zu binden, daB sie in einem folgenden Reaktionsschrilt ohne wei- 
60 teres wicder von dicser Phase abgelost werden kann und ggl. in weiteren Anwcndungen - wie z. B. Restriktionsverdau- 
ung, RT, PCR, RT-PCR oder beispielsweise auch NASBA oder in jcdweder anderen oben genannten geeigneten Analyse- 
bzw. Enzymrcaklion eingeselzl werden konnen. 

Gelost werden die vorgenannten Aufgaben crfindungsgemaB durch die Verwendung von porosen hydrophoben Mem- 
branen, an wclche die Nukleinsauren aul einfache Weise aus der die Nukleinsauren enlhallcndcn Probe gebunden und 
65 miiiels ebenso einfacher Vcrfahrensschriiic wicder abgeI5st werden kttnncn, wobei es die erflndungsgemSB einfache Pro- 
zcBfuhrung cmiogiichi, das Vcrfahren insbesondere voUauiomaiisch durchfiihrcn zu konnen. 

Dabei wird im Sinnc der vorliegenden Erfindung eine Nukleinsaure enthaliende Probe durch eine Probe bzw. Probcn- 
ansaiz dcfinien. die bzw. der Nuklcinsaurcn cnthalt, die als gccigneie Edukie fUr in vitro Transskripiioncn, PCHl-Rcak- 
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• tioncn, NASBA-Reaktionen oder cDNA-Synthesen dienen kdnnen - wie z. B.: Plasma, KdrperfltissigkeUen - wic bei- 

spielsweisc Blui, Sputum, Urin. Faeces Zellen, Serum, Absuiche, Gewcbeproben Jeder Art, Pflanzen und Pflanzen- 
icile, Bakterien, Vircn, Hefcn etc., wie beispielsweise sie in dcr Europfiischcn P^tentanmeldung Nr.: 95909684.3 offcn- 
bart sind, auf die hiennil inhaltlich Bezug genommen wird - oder auch freie Nukleinsauren. 

Nach dem erfindungsgemSBen Verfahren nimint man die oben beschriebene Nukleinsaiiren enihaltende Probe in einer > 
Ujsung auf, die gecigneic Salzc und/oder Alkohol(e) cnihaJu anschlicBend ggf. den Ansatz aufschlieBi und inischi und 
die soerhaltene Mischung niillels eines Vakuunis, auf dem Wege einer Zenliifugalion, millels t)berdruck oder durch Ka- 
pillarkrafle Uber eine hydrophobe Membran fiihn. 

AIs Salze tiir das Immobilisieren von Nukleinsauren an hydrophobcn Membranen kommen Salze von Alkali- oder Hr- 
dalkalimetallen mil MineralsSuren in Frage; insbesondere Alkali- oder Erdalkalihalogenide bzw. -sulfate worunter die lu 
Ilalogcnidc dcs Natriums oder Kaliums oder Magncsiumsulfat bcsondcrs bevoizugt wcrden. 

Femer sind zur DurchfUhrung des erfindungsgemaSen Verfahrens Salze von ein- oder niehrbasischen oder auch poly- 
funktionellen organischeti Sauren mil Alkali- oder Hrdalkalimetallen geeignet. Darunter fallen insbesondere Salze des 
Nauiums, des Kaliums oder des Magnesiums mil ozganischen Dicarbonsauren - wie z. B. Oxal-, Malon- oder Bernstein- 
saure - oder niit Hydroxy- bzw. PolyhydroxycarbonsSuren - wie z. B. bevorzugterweise mil Zitronensaure. 15 

AIs besonders zweckmaBig hat sich dabd der Einsatz von sog. chaoiropen Agenzien herausgestellt. Chaotiope Sub- 
sianzen sind in der Lage die dreidimensionale Stiuktur der WasserstoftbrOckenbindung zu stdren. Hierdurch werden - 
wie allgemetn bekannt ist - auch die intramolekularen BindungskrSfte geschwflchi, die bei der Ausbildung der r^unili- 
chen Suukturen - wic z. B. Primar-, Sekundar-, TcniSr- oder Quartarstrukturcn - bei biologischcn Molckulcn beiciligi 
sind. Derartige chaoux^pe Agenzien sind dem Fachmann aus dem Stand der Technik hinliinglich bekannt [Rompp, Lexi- 20 
kon der Bioiechnologie, Herausgeber. H. Dellweg R.D, Schmid u. W.E. Fromm, Thieme Verlag. Stuugart 1992], 

AIs bevorzugie chaouope Subsianzen gelten gemaB der vorliegenden Erfindung beispielsweise Salze aus der Gruppc 
der Trichloracetate, Thiocyanate, Perchlorate, Jodide oder Guanidin-Hydrochlorid und Harnstoff. 

Die chaou-open Substanzcn werden dabei in O.Ol bis 10 molarer wasscriger Losung, bevorzugi in O.l bis 7 niolarer 
wasseriger L6sung und bcsondcrs bevorzugi in 0.2 bis 5 molarer wasseriger Losung eingeseizi. Hierbei k5nnen die vor- 25 
bezeichnclen chaoirupen Agenzien aLlein oder in Konibinationen vcrwandl werden. Insbesondere werden - insbesondere 
werden 0.01 bis 10 molarc wasscrigc Losungcn, bcvorzugtO.l bis 7 molarc wasscrigc Losungcn und bcsondcrs bevor- 
zugi in 0.2 bis 5 molare wSsscrige L6sungen von Natriumperchlorat, Guanidinium-Hydrochlorid, <juanidinium-iso-ihio- 
cyanal, Nauiumiodid und/oder Kaliumiodid eingesetzt. 

AIs Alkohole kommen fur die Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens zunSchst alle Hydroxylderivate von 30 
aliphatischen oder acyclischen gesSttigten oder ungesattigtcn KohlenwasserstofTen in Betracht. Dabei ist es zunachst un- 
erheblich ob diese Verbindung eine. zwci, drci oder mehr Hydroxylgruppen - wie mehrwertige Ci-Cr Alkanole, bei- 
spielsweise Elhylenglykol, Propylenglykol oder Glycerin - enthalten. 

Daiieben zalilen ebenfalls die Zuckerabkdmnilinge - die sog. Aldite - wie auch die Plienole - beispielsweise Polypiie- 
nole - zu den erfindungsgemiiB einsetzbaren Alkoholen. 35 

Unier den vorgcnannlen Hydroxyverbindungen wcrden die d-Cs-Alkanole - wie Methanol, Ethanol, n-Propanol, 
terL-Butanol und die Pcntanole besonders bevorzugt 

^ AIs hydrophob gelten im Sinne der vorliegenden Erfindung solche Sioflfe bzw. Membranen, die von ihrem chemischen 
Charakter her nicht in Wasscr eindringen - bzw. vice versa - dann bleiben zu vermdgen. 

Unter hydrophober Oberflache - vorzugsweise Membran - wird im Sinne der vortiegenden Erfindung jede nukropo- 40 
rOse Trennschicht vetstanden, die einen hydrophoben Charakter aufweisi. Im Falle einer Membran wird die hydophobe 
Oberflache durch cine Folic aus eincm polymeren Materil gebildet, >yobei das Polymer vorzugsweise polare Gruppcn, 
wie z. B. Ester- bzw. Carbonyl- oder Amid-Gruppen aufweisi. Auf dcr anderen Sdte ist es denkbar, die polaren Gruppe 
mil der Aufuragung des Hydrophobierungsmitiels auf eine Oberfl&che aufzubringen* die per se keine polaien Gruppen 
aufweisi, falls dies gewunscht ist 45 

In einer weileren AustUhrungsform des erfindungsgemSBen Verfahrens umfaBt der Begriff Oberflache im weiteren 
Sinne auch eine Schicht von Panikeln bzw. auch ein Granulat sowie auch Fasern mit hydrophoben Eigenschafien, die aus 
den ursprunglich die Membranen aufbauenden Maierialien bestehen. 

AIs bevoizugt im Sinne der vorliegenden Erfindung gelten Membranen die aus eincm hydrophilen Grundmaterial be- 
stehen und die durch cine entsprechende chcmische Nachbehandlung» die an sich aus dem Stand dcr Technik bckanni isi 50 
- hydrophobisiert wurden, wie z. B. hydrophobisicrte Nylon-Membranen, die kommerziell erhaltlich sind, 

Unter hydrophobisierten Membranen werden erfindungsgemSB allgemein solche Membranen versianden. die als unrer 
Umstanden ursprilnglich hydrophile Membran mil dem unicn erwahnlen Hydrophobiermittcln uberzogen wurden. Der- 
ardge Hydrophobicrmiitel Uberziehen hydrophile Subsianzen mit einer dUnnen Schicht hydrophober Gruppen, wozu bei- 
spielsweise langere Alkylketlen oder Siloxangruppen gehoren. Gceigneie Hydrophobiermitiel sind aus dem Stand dcr 55 
Technik tn groBer Zahl bekanni und stellen erhndungsgemSB Parattine, Wachse, Metallscitcn etc. ggf. mit Zusaizen an 
Aluminium bzw. Zirkoniumsalzen, quanare oiganische Verbindungen, Hamsioffderi vale, feustoffmodifiziene Melamin- 
harzc. Silicone, zinkorganische Verbindungcn Gluiardialdchydc und ahnlichc Vcrbindungen dar. 

Daneben gelicn als erfindungsgemSB einseizbare hydrophobe Membranen, solche Membranen, die hydrophobisiert 
sind und deren Grundmaicrial polare Gruppen aufweiscn kann. CksmsiB di&ser Kritcrien eigncn sich heispielswei.<;e - ins- fio 
besondcro hydrophobisicrte - Maierialien aus der folgenden Gruppe fiJr den erflndungsgemUBen Einsatz: 
Nylon, Polysulfone, Polycthcrsulfone, Polycarbonate, Polyacrylaie sowie Aery Isiurecopoly mere, Polyurcthane, Poly- 
ainidc, Polyvinylchlorid. Fluorocari>onaie, Polytetrafluoroeihylen, Polyvinylendifluorid, Ethylenietrafluoroethylen» Po- 
lycihylenchlorouinuorocthylen-Coplyinerisate oder Polyphenylensulfld sowie Cellulose und C^Uulose-Mischester oder 
Niux>-ceUulosen wie auch hydrophobisicrte Glasfascmiembranen, worunter hydrophobisicrte Nylon-Membrane be.<;on- 65 
ders bevorzugt sind. 

Die Membranen, die im crflndungsgemSBen Verfahren eingesetzt werden, haben dabei beispielsweise cinen POren- 
durchmcsser von 0.0.i bis 20 pni, vorzugsweise 0.2 bis pni und besonders bevorzugt 0.4,S bis .5.0 pm. 
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Als Waschpuffer kommen ebenfalls die oben beschriebenen Saize oder Alkohole bzw. Phenole oder Polyphenole in 
Frage. Die Ternperaturen liegen im Waschschriii Oblicherweise in etneiti Intervall von 10 bis 30**C wobei auch hOhere 
Temperaiuren erfolgreich angewandt werden konnen. 

Zur Eluiion der gebundenen Nukleinsaure eignen sich erfindungsgemiiB Wasser oder wasserige Salzlosungen als EIu- 

5 tionsmittel. Als Salzlosungen werden PiifFerlOsungen eingesetzr, die aus dem Stand der Technik bekanni sind, wie bei- 
spielswcise Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), Tris(hydroxyhieihyl)aminomelhan (TRIS), 2'[4-(2-Hydroxyethyl)- 
l-piperazino]ethansulfonsaure (HEPES) in einer Konzentrauon von 0.001 bis 0.5 Mol/Liler, bevorzugl 0.01 bis 0.2 Mol/ 
Liier, besonders bevorzugt 0.01 bis 0.05 molare Losungen. Daneben werden bevorzugl wasserige Losungen von Alkali- 
oder Hrdaikalinietallsalzen - insbesondere deren Halogenide - eingeseizt, worunter 0.001 bis 0.5 - bevorzugt 0.01 bis 

lu 0.2 molare, besonders bevorzugl 0.01 bis 0.05 molare wasserige LGsungen von Naixiumchlorid, Liihiumchlorid, Kalium- 
chlorid Oder Magnesiunidichlorid. Daneben konnen bevorzugt auch Losungen von Salzen der Alkalimelaile oder ErdaU 
kalimetalle mil Carbon- oder Dicarbonsauren - Oxalsaure oder Essigsaure - in dem zuvor genannien Konzentrationsbe- 
reich eingesetzi werden, wie z. B. 0.001 hi.s 0.5 molare - bcvomigt 0.01 hiss 0.2 molare, besonders bevor7.ugt 0.01 bis 
0.05 molare L6sungen von Nalriumacelat oder -oxalat in Wasser. 

IS Ganz besonders wird Wasser als Elutionsmiuel bevorzugl. 

Die Elution kann erfindungsgemaB millels Dberdiuck, Vakuum Zenirifugation oder durch Kapillarkrafie erfolgen. 
Hinsichtlich der einzelnen Schrilte wird das ertindungsgeniaBe Verfahren wie foigi durchgefiihrt: 
Das Lysai der zur Gewinnung der NukleinsSuren dlenenden Probe oder die ursprunglich freie(n) Nukteinsaure(n) 
wird/werden beispielsweise in cine (Plaslik-}SauIe pipettieru in der - beispielsweise auf dem Boden - die hydrophobe 

20 Membran fixiert wird. ZweckmaBigerweise kann die Membran auf einer Fritte fixien werden, die als mechanische Un- 
tersiuizung dient. AnschlieBend wird das Lysat durch die Membran gefUhn, was durch Anlegen eines Vakuums am Aus- 
gang der Saule crreichl werden kann. Auf der anderen Seile kann der Transport durch einen Lysat-seitigen Oberdruck er- 
folgen. Daneben kann - wie schon zuvor erwahni - der Lysatlransport auf dem Wege der Zentrifugation oder durch die 
Einwirkung von Kapillarkraften bcwerksielligl werden; leizieres kann zum Beispiel miieinem schwammanigen Mate- 

25 rial geschehen, das unlerhalb der Membran mil dem Lysai bzw. Filuat in Kontakt gebrachl wird. 

Der Vurieil einer derartigen Anordnung besiehl in einer cinfachen, sicheren und bequenien Moglichkeil der Fillrat- 
Entsotgung - cs mu8 in dicscm Fall nur der Sch wamm, der nunmchr mil dem Filtrat mchr oder wcnigcr vollgcsogcn ist, 
ausgetauscht werden. Es wird an dieser Stelle deuUich daB die Saule kondnuierlich oder auch baich-weise betrieben wer- 
den kann und, daB beide Beiriebsarien vollautomatisiert durchgefuhrt werden konnen, bis die hydrophobe Membran mil 

30 Nukleinsaure gesatUgt ist Im letzten Schriu erfolgt die Elution der NukleinsHure, welche beispielsweise von der Mem- 
bran abpipetliea bzw. abgeheben oder auch durcb die Membran oder durch die oben erwahnle Schichl aus Partikeln, 
Granular oder Fasem aus hydrophoben Membranniaterialien durchgesogen, durchgedrticki oder durchzenuifugiert wer- 
den kann. 

Das Auffangen von Fraktionen, welche in groBer Verdiinnung die gewunschten Nukleinsauren enthallen und eine an- 
JS schlieBende Konzenirierung erfordem, entf alien bei dem erfindungsgemaBen Verfahren volHg - vielmehr fallen die ge- 
wiinschien Nukleinsauren in schwach oder nicht-salzhaltigen Ldsungen in sehr kleinen \folumina an, was von groBem 
Vorleil fur alle molekularbiologischen Analyseverfahren isl, da hier gewunschl ist, reine Nukleinsauren in moglichsi 
kleinen Volumina bei gleichzeiiig hoher Konzeniralion einzusctzen., 

Daneben kann auch der lelzle Verfahrensschritt - wie auch die Vorbereitung der erfindungsgemaBen Membran bzw. 
40 der Saule fur die nachste Nukleinsaureisoladon - leicht vollautomatisiert erfolgen, da die abschlieBend eluierten Nukle- 
insaurensSuren von oben von der Membran abgesaugt bzw. abpipettiert werden konnen. 

Feraer bietet die vorlicgcnde Erfindung den MDrtcil, daB das Qber der Membran bcfindliche Vblunien als Rcakdons- 
raum genutzt werden kann. So ist es z. B. moglich^ nach dem Isolieren und Eluieren der nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren gewonnenen Nukleinsauren, diese einer molekularbiologischen Applikaiion - wie Restriktionsverdauung, KT, 
4S PGR, RT-PCR. NASBA oder Enzymreakdonen - zu unterwerfen, die aus ^esen Reaktionen hervozgehenden Nuklein- 
sauren gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren erneut an die hydrophobe bzw. hydrophobisierte Membran zu binden, 
wie beschreiben zu waschen und anschlieBend zu eluieren, zu isolieren, bzw. zu analysieren, beispielsweise mittels Spek- 
troskopie, Ruorometrie oder Hhnlichen MeBverfahren. 

Die vorbeschriebene Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele eri^uteru V^rschiedenartige, andere Ausge- 
50 staltungen der Verfahren werden fUr den Fachmann aus der vorstehenden Bcschreibung und den Beispielen ersichilich. 
Es wird jedoch ausdriicklich darauf hingewiesen, daB diese Beispiele und die diesen zugeordnete Bcschreibung lediglich 
zum Zweck der Erl^uterung vorgesehen und nicht als Einschrankung der Erfindung anzusehen sind. 

Beispiel 1 

55 

Isolierung von Oesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

In einer Plastiksaule werden kommcrziell erhaltliche hydrophobe Nylon-Membranen (Beispielsweise ein Material der 
Fa. MSI: Magna SH mil einem Porendurchmesser von 1 ,2 pm oder ein Material der Fa. Pall GmbH: Hydrolon mil einem 

60 Porendurchmcs.«;er von 1,2 pm), die durch chemi.sche Nachbehandliing hydrophohisiert. wurden, einlagig eingehracht. 
Die Mcmbranen werden auf einer Polypropylenfritte, die als mechanische UnicrsiQtzung dienl, plaziert. Die Membranen 
werden in der Piasiiksaule durch einen Spannring fixiert. 

Die so vorbcreitetc SSule wird Uber einc Luerverbindung mil einer \^kuumkammer verbundcn - alle Isolierungs- 
schrilte werden mil Hilfe eines angclegien Vkkuums durchgcliihrL 

65 Zjar Isolierung werden 5x10^ HeLa-2^llcn durch Zenirifugadon pelletien. Die Zellen werden durch Zugabe von 
ISO pi cincs handelsublichen Guanidiniumiso-lhiocyanai-Puffer - wie z. B. RLT-Puffcr der Fa. Qiagen - auf an sich aus 
dem Stand der Technik bekannte Weise lysiert. Dabet wird die Lyse durch mehrmaliges Auf- und Abpipeiiieren oder vor- 
texen iibcr einen ZeiU^um von ca. 5 s unierstUtzL AnschlieBend werden 150 pi 70%-iges Ethanol zugcftigt und durch 
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Auf- und Abpipcttieren oder durcb vortexen Uber einen Zeitraum von ca. 5 s gemischt 

Das Lysat wird anschlieBend in die PlastiksSuIe pipetiiert und durch Evakuiening der V^uumkammer durch die 
Membran gesaugt. Unter den so etngestellten Bedingungen bleibt die RNA an der Membran gebunden. Anschlie&end 
wird init einem er^ten handelsUblichen Guanidinium-isothiocyanai-haltigen Waschpuffer - beispielsweise mil dent Puf- 
fer RWl der Fa. Qiagen - und danach mit einem iweiien TVis-haliigcn bzw. TRIS- und alkoholhalligen Waschpuffer - 5 
z. B. mit dem Puffer RPE der Fa. Qiagen ~ gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch Hvakuierung der 
Vakuumkammer durch die Membran gesaugt. Nach dem leizien Waschschritt wird das Vakuum iiber einen Zeiu^um von 
ca. 10 min aufrechterhalten, uni die Membran zu trocknen. Danach wird die Vakuumkammer belUftet. 

Zur Hluiion werden 70 y\ KNase-freies Wasser auf die Membran pipeuiert^ um die gereinigte KNA von der Membran 
abzul5sen. Nach einer Inkubaiion Uber einen Zeitraum von 1 min bei einer Teniperatur tm Bereich von 10 bis 30**C wir lo 
das ELuat mittels einer Pipeue von oben von der Membran abpipettiert und der Elutionsschritl wird zum Zweck einer 
votlsi&idigen Elution noch einmal wiederholt. 

Die Menge an isolterter Gesamt-RNA wird anjx:hlieBcnd durch phoionieUi.sche Messung derT.ichtah5;orption bei einer 
Wellentange von 260 nm emiittelu Die QualitSi der so gewonnenen RNA wird durch die photomctrische Besiimmung 
des Verhaltnisses der Lichiabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestinimt (vgl. Fig. 1: Total-RNA uber Hy- is 
drolon 1.2 isoliert). 

Die Ergebnisse der zwei Isoliemngen mit hydrophoben Nylonmembranen (Nr. 1 und 2) sind in der nachfblgenden Ta- 
belle 1 Vergleichsversuche, in denen zum einen hydrophiles Nylon (Nyaflo) (Nr. .3) sowie eine Silica-Membran einge- 
scizt wurde (Nr. 4), gegcnubergesiellt. Die don wicdcigcgcbcncn Wcne Liefcm einen iiberzeugenden Belcg fur die be- 
eindruckende Isolierungsleistung sowie Trennwirkung der erfindungsgemaB eingesetzten hydrophoben Materialien. 20 

Tabelle 1 

RNA-Ausbeute und -Reinheit der nach Beispiel 1 isolierlen Total-RNA 

25 



Nr 


Membrantypus 


Ausbeute 

an 
Gesamt- 
RNA[|jg] 


E26{yE280 


1 


Magna SH 1,2 (jm (hydrophobes 
Nylon) 


6.0 


1.97 


2 


Hydrolon 1,2 |jm (hydrophobes 
Nylon) 


7.1 


2.05 


3 


Nyaflo (hydrophiles Nylon) 


<0,2 


nicht 
bestimmt 


4 


Hydrophile Silica-Membran 


<0,2 


nicht 
bestimmt 



Die isolierte RNA kann femer auf Agarosegelen, die mit Ethidiumbronud ange&bt sind, analysiert werden. Hierzu 
werden beispielsweise i;2%-ige Formaldchyd-Agarose-Gele angefertigt Das Ecgebnis ist in Fig. 2 wiedergegeben. 45 

In Fig. 2 verkdrpert Spur 1 eine Total RNA,. die Uber eine hydrophobe Nylon-Mcfmbran des Ursprungs Magna SH mit 
einera Porendurchmesser von 1^ um isoliert wurde. 

Spur 2 stellt eine Total RNA dar, die Uber eine hydrophobe Nylon-Membran des Ursprungs Hydrolon mit einem P6- 
rendurchmesscr von 1,2 pm isolien wurde. 

Spur 3 stellt das ChromatogFamni einer Total RNA dar, die iiber eine Silica*Membran isoliert wurde. so 

Dabei wurden jeweils 50 pi der Total-RNA Isolate analysiert. 

Fig. 2 liefert einen deutlichen Beleg dafUr, dafi unter Verwendung der Silica-Membran kein nieBbarer Anteil an Total- 
RNA isoliert werden kann. 

Beispiel 2 55 
Isoliexung von Gesamt-RNA aus Mausleber 

Bei diesem Beispiel werden Lysai und Waschlosungen mittels Zentrifugation Uber die hydrophobe Membran gefuhrt 
und die RNA durch Ahnehnien des tiherstandes von ohen eluien.. 60 

5 mg bei -80®C liefgefrorcnc Mausleber werden in ein mil 350pl cines kommerziell erhaltlichen Guanidinium-iso- 
thiocyanat cnthallenden Lysepu^Ters (beispielsweise Puffer RLT der Fa. Qiagen) gcfUUtes 2 ml Rcaktionsget^aS gegeben 
und mittels eincs elektrischen Homogenisators Uber einen 2^itrauni von 30 s homogenisiert. AnschlieBend werden 
330 pi 70%-iges Ethanol zu dem Lysat gegeben und durch Auf- und Abpipeilieren Oder durch Ntortexten Uber einen Zeit- 
raum von S s gemischt. Drci dcrartige Lysaie werden anschlieBend jeweils in eine PlastiksSulen enthaUend eine hydro- 65 
phobe Nylon-Membran voni lyp Magna SH 1.2 )jm, cine hydrophobe Nylon-Mcmbran vom Typ Hydrolon und - als 
Vcrgleichsversuch - Glasfasemicmbran (hydrophiles Silica), die sich in cincm 2ml Auffanggef^B bcfinden, pipetdert. 
Das Lysat wurde jeweils durch Zentrifugation uber einen 2^iiraum von l.S s bei 10.(XX) x g durch die Membran gefuhrt. 
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wobci die RNA gemSB den in Tabelle 2 wiedergegebenen Werten an den Membranen haften blicb, 

Der Durchbruch wird jeweils venvorfen und die Saule emeui im AuflfanggcfdB plaziert. AnschlieBend werden die 
Membranen cininal mil cinem kommcrzicll erhalUichen TRIS- und Ethanol-haltigcn Waschpuffcr (bcispiclswcisc Puffer 
RWl der Fa. Qiagen) gewaschen sowie zweimal mil einem weiieren kommerziell erhaltlichen Guanidinium-iso-ihiocya- 
5 nai enthaUenden Waschpuffcr (beispielsweise Puffer RPE der Fa, Qiagen) gewaschen, wobei der Waschpuffer jeweils 
durch ZenirifugaLion durch die Membran gefUhn wird und der letzie WaschschriU bei 18.000 x g uber einen Zeitraum 
von 2 min Zentrifugaiionszeit durchgefuhn wird, um die Membran zu trocknen. 

Zur Elulion werden 70 pi RNase-freies Wasser auf die Membran pipeuien, um die gereinigie RNA von der Membran 
zu losen, Nach einer InkubaUon uber einen Zeiiraum von ciner Minute bei 10-30**C werden die Hluale von oben - d. h.: 
10 vom Ubersiand auf der Membran mittels einer Pipeue entnommen. Der Eluiionsschrilt wurde noch cinmal wiederholi. 
Die Mcnge an isolierter Gesaml-RNA wurde durch photometrische Messung der lichtabsorption bei 260 nm ermit- 
tell. ~ Die QualitSt der so gewonnenen RNA wird durch die phoiomelrische Bestimimung der Vsrfa^tnisse der lichtab- 
sorption bei 260 nm zu der bei 280 nm besiimfnt. 

IS l^belle 2 



RNA-Ausbeute und -Reinheit der nach Beispiei 2 isclierten Gesamt-RNA 
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Nr 


Membrantypus 


Ausbeute 
an 

Gesamt- 


E26O/E28O 


25 






RNA rug] 






1 


Magna SH 1,2 pm (hydrophobes 
Nylon) 


16 


1.92 


30 


2 


Hydrolon 1,2 pm (hydrophobes 
Nylon) 


14 


2.05 


35 


3 


Glasfasermembran (4iydrophiles 
Silica 


1.7 


nicht 
bestimmt 



Beispiei 3 

40 

Isolierung freier RNA durch Bindung der RNA an hydrophobe Membranen mittels verschiedener Salz/Alkohol-Ge- 
mische. Bei dieseni Beispiei werden Lysat und Waschl5sungen duith Anlegen eines Vakuums uber die hydrophobe 
Membran gefuhrt. 

In Plastiks^ulen* die mil einer Vakuumkammer in Verbindung stehen, werden hydrophobe Nylon-Membranen (bei- 
45 spielswdse Hydrolon 1 .2 mm der Fa Pall) analog Beispiei I eingebrachu 

100 pi einer Gesamt-RNA enthaltenden wSsserigen L5sung werden jeweils mil 350 pi cines kommerziell erhaltlichen 
Guanidinium-iso-diiocyanai enthaltenden LysepufTers (beispielsweise Puffer RLT der Fa. Qiagen), 350 pi 1.2 M Natri- 
umaceiat-Ldsung, 350 pi 2 M Natriumchlorid-Ldsung, 350 pi 4 M Lithiumchloiid-Losung durch Auf- und Abpipetiieren 
gemischt. 

50 AnschlieGend werden jeweils 250 pi Ethanol zugcgcbcn und ebenfalls durch Auf- und Abpipetiieren gemischt. Die 
RNA-haliigen L5sungen werden danach in die Plasiiksiiulen einpipcitiert und durch Evakuierung der Vakuumkammer 
durch die Membran gesaugl. Unter den bcschriebenen Bedingungen bleibt die RNA an den Membranen gebunden. Die 
Membranen werden anschlicBend - wie in Beispiei 1 beschrieben - gewaschen. 

AbschlieBend wird die RNA - ebenfalls wie in Beispiei 1 beschrieben - von oben - von der Membran mittels einer Pi- 

55 petie eninommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird durch photometrische Messung der Lichtabsorption bei 260 nm ermittelt. 
- Die Qualii^i der so gewonnenen RNA wird durch die photometiische Bestimmung der Verh^tnisse der Lichtabsorp- 
tion bei 260 nm zu der bei 280 nm bestimmL 

60 



65 
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IbbelleB 

Isoliening freier RNA durch Btndung der RNA an hydrophobe Membranen miuels verschicdener Salz/Alkohol-Gemi- 

sche 

• 5 



Mr 
INI 


oaiz/AiKonoi-vsemiscn 


Ausbeute 

an 
Gesamt- 
RNAfual 


E260'E280 


1 


RLT-Puffer Qiaqen 


9.5 


1.92 


2 


0.6 M Natriumacetat/ 35 %-iges 
Ethanol 


8.5 


1.98 


3 


1 .0 M Natriumchlorid / 35 %-iges 
Ethanol 


7.9 


1.90 


4 


2 M Uthiumchlorid / 35 %-iges 
Ethanol 


4.0 


2.01 



Patentansprflche 

1 . Vcrfahrcn /.ur Isolierung von Nukleinsauren an hydrophoben Oberflachen, dadurch gckennzeichnet daB es fol- 25 
^cmlc Nchriiic umrjl^t: 

IniiiK^hili.sicrcn dcr Nukleinsauren an cincr hydrophoben ObcrflMchc 
^c|!chcncnrulls Waschen der immobilisierten Nukleinsaure mil einem Waschpuffer 
AhU>scn dcr iiiimobilisierten Nukleinsaure von der OberflSche 
• ^fS* Itluicrcn. 30 

2. Vcrfuhrcn nuch Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophobe OberflSche eine Membran ist. 

3. Vcrfahrcn nuch Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB hydrophobe Membran aus eineni Polymer mil polaren 
Gruppcn aufgchaul isl. 

4. Vcrfahrcn nacli Anspruch 1-3, dadurch gckennzeichnet, dafi tmiw Ininiobilisieren der Nukleinsauren wasserige 
Ix>sungcn von Sul/cn der Alkali- oder Erdalkalimetalle mil Mineralsiiuren eiogesetzt werden. 35 

5. Vcrfahrcn nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB zum Inunobilisieren der Nukleinsauren Alkali- oder 
Erdalkalihalogcnidc oder -sulfate eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennz^eichnet, daB zum Inunobilisieren der Nukleinsauren Halogenide 
des Natriums oder Kaliums oder Magnesiumsulfat eingesetzt werden. 

I, Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gckennzeichnet, daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige 40 
Ldsungen von Salzen von ein- oder mehrbasischen oder polyfunktionellen organischen Sauren mit Alkali- oder Er- 
dalkalimetallcn eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige Ld- 
sungen von Salzen des Natriums, des Kaliums oder des Magnesiums mil oiganischen Dicarbonsauren eingesetzt 
werden. 45 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die oiganische Dicarbonsaure Qxalsaure* Malonsaure 
und/oder BemsteinsSure ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzdchnet, daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige 
LOsungen von Salzen des Natriums oder des Kaliums mit einer Hydroxy- oder PolyhydroxycarbonsSure eingesetzt 
werden. SO 

II. Verfahren nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet, daB die Polyhydroxycarbonsaure Zitronensaure isl. 

12. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren ggf. zu- 
satzlich chaolrope Agenzicn eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet^ daB das chaotrope Agenz ein Salz aus der Gruppe der 
Trichloracetaie, Thiocyanate, Perchloraie, Jodide oder Guanidin-Hydrochlorid, Guanidin-iso-ihiocyanat oder Ham- ss 
slotT ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB 0.01 molare bis 10 niolare wasserige L5- 
sungen der chaotropen Agenzien allein oder in Konibination mit anderen Salzen zum Immobilisieren der Nuklein- 
sauren eingesetzt werden. 

15. Vcrfahrcn nach Anspruch 14, dadurch gekenn7£ichnet, daB 0.1 molare hi.q 7 niolare wa.s.<;erige Tiosungen der m 
chaotropen Agenzicn allein oder in Kombination mit andcrcn Salzen zum Immobilisieren der Nukleinsauren einge- 
setzt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch IS, dadurch gekennzeichnet, daB 0.2 molare bis S niolare wasserige Ldsungen der 
chaotropen Agenzicn allein oder in Kombination mit anderen Salzen zum Immobilisieren der NukleinsHuren einge- 
setzt werden. 65 

17. Verfahren nach einem der AnsprQche 12-16, dadurch gekennzeichnet, daB eine wiisserige L5sung von Natri- 
umperchlorat, Guanidiniuni-Hydrochlorid, Guanidinium-iso-thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaliumiodid zum 
Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt wird. 
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IS 



20 



25 



30 



50 



55 



65 



18. Vcrfahren nach Anspnich 1-3, dadurch gekcnnzeichneu daB zum Immobilisieren dcr Nuklcinsaurcn Hydroxyl- 

derivale von aliphaUschen oder acyclischen gesaiiigien oder ungesSiiigicn Kohlenwassersioften e^^^ 

19 Vcrfahren nach Anspmch 18. dadurch gckennzcichncl, daB ah Hydroxyldcnvaic CrCrAlkanolc eingcscizi 



2a Vcrfahren nach Anspmch 19, dadurch gekennzeichnel. daB als CrCVAlkanole Meihanol, Ethanol, n-Propanol. 
lerL-Butanolund/odcr Pentanoleeingeseizl werden, • • ^ 

Sr Verfahreo nach Anspruch 18. dadurch gckennzeichnei. daB als Hydroxyldwival e.n Ald.t eingesem w.rd 
22. Vetfahren nach einern der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzdchnel, daB zuin Immobihsicren dcr Nuklem- 
sauren ein Phenol Oder Polyphenol eingeseizi wind. m w- h„H«,- 

Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gckennzeichneu daB zum Immobihsieren von NuWcinsaureo hydro- 
phile Menibranen nui einer hydrophobisierlen Obcrflachc eingescizt wcrdcn. r»i-^s^u„ 
24. Verfahren nach einem Anspruche 1-3. oder 23. dadurch gekennzeichnet. daB d.e hydrophile Ol^rflache oder 
die Memhran aus Nylon, einem Polysulfon, Polyeihcrsulfon, Polycaibonat. Polyacrylal.sowjee.nem Acrylsaureco- 
polymeren. Polyurethan. Polyanud. Polyvinylchlorid. Fluorocarbonat. Polyletrafluoroelhylen Polyv.nylend,fluo- 
rid, Eihylenietrafluoroeihylen. einem PolyethyleochlorotrifluorpethyteD-Coplymensat oder Polyphenylensulfid be- 

2? Verfahren nach Anspruch 34. dadurch gekennzeichnet. daB Oberflache oder die Membran aus einem hydropho- 

26.' V^rfa^rln eillem der Anspriichc 23-25, dadurch gekennzeichnet, daB die Membran mil einem Hydropho- 
biermiuel aus der Gruppe der Paraffine, Wachse. Meullseifen ggf. mil Zu»tzen an Alumin.um bzw. Zirkoniun«al- 
zen. quanaren otganische Verbindungcn, Hamsloflfderivatc, fettstoffmodifizierten Melaminharze. .Silicone, zinkor- 
eanischen Verbindungen und/odcr mil Gluiardialdehyd beschichiet isi. w ■ i • •• 

*7 Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB zum Waschen der immobihsierten Nukleinsauren 
eiiieSalziasungodcreinePuiferlosunggemaBeinemder Ansprache4bis22eingesetawird. 

28. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekemjzeichnet, daB zur euUon der Nukleinsaure eine wassenge Salz- 
uder PufferlOsunii eingeseizi wild. . , , <. u . _/ \ 

29. Vcrfahren n^h Anspruch 28. dadurch gekennzeichnet, daB die Puffcrlosung c.nc oder "''^^'''^^^^^''^^J 
aus dcr Gruppe Morpholinopropansulfonsaure (MOPS). Tris(hydroxym6thyl)aminom6ihan (TRIS), 2.l4-(.-Hy- 
droxyeOiyl)- l-piperazino]ethansulfonsaure (HEPES) enthaiu 

30 Verfahren nach Anspruch 28 oder 29. dadurch gekennzeichnet. daB die Puftersubsianz m e.ner wassengen Lo- 
sung mil einer Konzentration in einem Berdch von 0.(X>1 bis 0.5 MoVLitereingesemwird. 

31 Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnci, daB die Puftersubsianz in cmer wassengen Losung mil 
einer Konzenlxauon in einem Bereich von O.Ol bis 0.2 MolA-itereingesctzlwml. ,«..,.„,•„ 
3'> Verfahren nach Anspruch 31. dadurch gekennzeichnet. daS die Puflfersubstanz m emcr w&sserigen LOsung mil 

35 einer Konzenu^uon in einem Bereich von 0.01 bis 0.05 MoULiterdngesetztwird. aii,«u 

33. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet. daB als Salzlosung eme wissenge Lbsung ernes Alkali- 
meiall- Oder ErdalkalinielaUhalogenids eingesetzl wird. . „ . ,« 

34. Verfahren nach Anspruch 33. dadurch gekennzeichnet. daB als Salzlosung eine wSssenge Lfisung von Natnum- 
chiorid.Liihiumchlorid.Kaliumchlorid Oder Magnesiumdichlorid eingesetzl wird. ,«,.„„;„ .i™., 

40 35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34. dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in der w&ssengen Lbsung m emer 

Konzentraiion in einem Bereich von O.OOl bis 0.5 Mol/Liter eingesetzl wird. . ,^ . . v_,.„ 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadutch gekennzeiclinet. daB das Salz in dcr wSsswigen Lbsung in einerKonzen- 
ttation in einem Bereich 0.01 bis 0.2 Mol/Liter eingesetzl wird. _ . ^ , .. . .^„,,„ 

37. Verfehren nach Anspruch 36. dadurch gekennzeichnet. daB das Salz m der wassengen Losung m einer Konzen- 

45 tration in einem Bereich 0.01 bis 0.05 .. . t „ „ v-i,.- 

38 Verfahren nach Anspruch 28. dadurch gekennzeichnet, daB als Salzlbsung eine wassenge Losung eines Salzes 
nnes AlkaUmetalls oder Erdidkaliinetalls mil einer Carbon- oder DicarbonsSuren emgesetzt wird. . „..^ 

39. Verfahren nach Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet. daB die CarbonsSure Essigsaure und die Dicarbonsiure 

S^VerfThren nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet, daB das Salz Natriumaceiat oder Natriumoxalat isi. 

41 Verfahren nach einem der AnsprOche 38. 39 oder 40, dadurch gekennzeichnet, daB das J>alz m einer wassengen 
Losung in einer Konzeniration in einem Bereich von 0.001 bis 0.5 Mol/Liier vorliegt. ■ ■ ir 

42 Verfahren nach Anspnich 41. dadurch gekennzeichnet. daB das Salz in «ner wSssengen Losung m emer Kon- 
zenu-aiion in einem Bereich von 0.01 bis 0.2 Mol/Liter. vorUegL . 

43. Verfahren nach Anspruch 42. dadurch gekennzeichnet. daB das Sabt m emer wassengen Lbsung in einer Kon- 
zentraiion in einem Bereich von 0.01 bis 0.05 Mol/Liter, vorliegt. . - ^ 

44. Verfahren nach Anspmch 1-3, dadurch gekennzeichnet. daB als muiionsmiuel Wasser eingesetzl wird. 

45. Verfahren nach einem der AnsprUche dadurch gekennzeichnet. daB die Membran einen Porendurchmes- 
ser von 0.05 bis 20 urn, vorzugsweise 0.2 bis jim,besondersbevoraugt 0.45 bis 5.0 fjmbesitzl. 
46 Verwendung einer Oberflache oder einer Membran aus hydrophohen Material oder einem hydroph.lcn Mate- 
rial, dessen ObcrflSche hydrophobisien wurdc, zur Isolierung von NukleinsUuren. M.,.„„ P/^. 
41 Verwendung nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet. daS die Oberflache oder die Membran aus Nylon. Po- 
lysulfooe, Polyclbersulfone. Polycarbonate, Polyacrylaie sowie Acrylsaurecopolymere, Pf'y^^f ^^^^ 
^lyvinylchlorid.Fluorocarbonate. Polyictralluoroethyl. Polyvinylendifluond. Ethylen-coteirafluoroelhylen.Poly- 
eihylenchlorodifluoroethylen-Coplynierisaie Oder Polyphenylensulfid besiehL . • iMvinn 
48. Verwendung nach Anspnich 46. dadurch gekennzeichnet, daB die Membran eme hydrophobisierte Nylon- 

49* "vewendung nach einem dcr Anspriichc 46 bis 48. dadurch gekennzeichnet. daB die Oberflache oder Membran 
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eine hydophile OberflSche oder Meinbran ist, die mit einem Hydrophobiermiuel aus der Gruppe der Paraffine» 
Wachse, Metallseifen ggf. mil Zusaizen an Aluminium bzw. Zirkoniumsalzen. quartiiren organische Verbindungen, 
Hamstoffderivate. feusioffmodifizicrtcn Melaminharze, Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mit Glu- 
tardialdehyd Uberzogen ist. 

50. Vorrichlung enthaltend eine hydrophobe Oberflache gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3. eine Losung zum Im- 
mobilisieren der Nukieins^re und eine Waschi5sung sowie ggf. eine £lutionsl5sung. 
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